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床・疫学的研究から､ 心血管疾患 (Cardiovascular dis-
ease: CVD) が CKD患者の主要な死因であることが明
らかにされており1-3)､ 透析患者 (CKD stage 5D) の
死亡原因の約 50％が CVDであることが報告されてい
る 4)｡ CKDの主要な合併症である動脈石灰化は動脈組
織への病的なカルシウム (Ca) 沈着を特徴とし､ 動脈







されている7, 8)｡ したがって､ 動脈石灰化の発症・進展
を予防又は治療していくことは､ CKD患者の quality







cular smooth muscle cell: VSMC) が種々の因子を介
して能動的に石灰化を引き起こすことが明らかにされつ
つある｡ この能動的な動脈石灰化過程は骨形成と非常に








factor- (TNF-) や Bone morphogenetic protein-2







セチル化酵素 [Histone deacetylase (HDAC): Class







HDAC や DNMT を標的とした新たな治療法の確立が
期待されている｡ これまでに､ 骨芽細胞分化においても
HDACの関与が示唆されており､ HDAC1/7の発現低下
や Trichostatin A (TSA) などの HDAC 阻害剤
(HDIs) が骨形成関連遺伝子 (Alkaline phosphatase:
ALP, Runt-related transcription factor 2: Runx2,
Osteopontin: OPNなど) の発現を増大させ､ 骨芽細胞
分化を促進させることが報告されている19, 23)｡ また､
DNMT 阻害剤である 5-azacytidine や 5-aza-2´-deoxyc
ytidine (5-aza-dC)も骨芽細胞分化を促進させることか
ら24, 25)､ 骨形成と類似した病態である動脈石灰化の発症・




畦 地 拓 哉
星薬科大学 臨床化学教室
Effect of trichostatin A and 5-aza-2´-deoxycytidine on the development
of vascular calcification
Takuya AZECHI
Department of Clinical Chemistry, Hoshi University School of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences
進展にも HDACや DNMTの関与が予想される｡ 実際､
Sirtuin-1 (SIRT1: Class III HDAC) の発現低下が動
脈石灰化を悪化させ､ 動脈硬化の進展を招くことが報告


















HDACの関与事例が示されている｡ HDAC1 (Class I)
や HDAC7 (Class II) の発現低下は ALPなどの骨形
成関連遺伝子の発現増大を介して､ 骨芽細胞分化を促進
することが報告されている20, 21)｡ さらに､ Trichostatin
A (TSA) や Sodium butyrate などに代表される








先述の通り､ HDACは Class I～IVに分類されてい
る｡ このうち､ Class IIIに分類される SIRT1と石灰化
の関係性については既に明らかにされており､ SIRT1
の発現低下が in vitro石灰化を促進することが報告さ
れている26)｡ しかしながら､ これまでに HDAC Class
I/IIと動脈石灰化の関係性については不明であった｡ そ
こで､ これら関係性を明らかにするため､ HDAC class
I/II を選択的に阻害する TSA の Pi 誘発石灰化 (in
vitro石灰化) への影響を検討した｡
ヒト大動脈平滑筋細胞 (Human aortic smooth mus-
cle cells: HASMCs) への TSA処理により濃度依存的
な HDAC活性の低下が認められた(Fig. 1A)｡ 一方､





先述の通り､ 骨芽細胞への HDIs 処理が ALP や
Runx2などの骨形成関連因子発現を増大させ､ 骨芽細
胞分化を促進することが明らかにされている19)｡ 本研究
においても､ HASMCsへの TSA処理により､ ALP及
び Runx2 (骨形成関連遺伝子) や type III sodium-
dependent phosphate cotransporter (Pit-1: Pi の細
胞内流入に関与) の mRNA 発現は有意に増加した
(Fig. 2A)｡ また､ TSA処理は ALP活性を亢進させた
ことから (Fig.2B)､ TSAにより HASMCsの骨芽細胞
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Fig.1 HASMCs TSA HDAC

HASMCs を TSA ( 0～ 500 nM) で 6 日間処理し ､
HASMCsのHDAC活性 (A) 及び細胞生存度 (B) を測定した｡
各データは TSA 未処理群を 1.0 とし､ グラフに示した｡ A,
HDAC活性は TSA濃度依存的に阻害された｡ B, 500 nM TSA
処理でのみ細胞生存度の有意な低下が認められた｡
Fig.2 TSA !"#$%&	
HASMCsを 100 nM TSAで 6日間処理した｡ A, total RNA
を抽出し､ RT-qPCR法により各遺伝子発現変動を比較検討し
た｡ TSA 処理により骨形成関連遺伝子である ALP､ Pit-1､
Runx2の mRNA発現は有意に増加した｡ B,各細胞の ALP活




の石灰化を悪化させること､ さらに､ ALP阻害剤が in
vitro石灰化を抑制することが報告されている27, 28)｡ こ
れらの報告と同様に､ 本研究では TSAは HASMCsの
ALP発現を増大させると共に in vitro石灰化を悪化さ
せた (Fig. 3A-C)｡ 一方､ 石灰化の病態進行にアポトー
シスの関与が示唆されていることから29, 30)､ TSA及び
Pi処理に伴う cleaved PARP (アポトーシスマーカー)
の発現変動を確認したが､ これらの処理によるアポトー
シス誘導は認められなかった (Fig. 3D)｡ また､ 石灰
化の発症・進展には Pit-1を介した Piの細胞内過剰流
入が重要であることが知られている｡ そこで､ Pi流入
阻害剤である phosphonoformic acid (PFA) 処理によ
る影響についても検討を行った｡ その結果､ PFA処理
は TSA処理の有無に関わらず､ in vitro石灰化を抑制
した(Fig.4)｡ したがって､ TSAは Piの細胞内過剰流
入に伴う HASMCsの石灰化を悪化させることが明らか
となった｡ さらに､ TSA 処理による石灰化の悪化が
ALP発現増大に起因するか否かを明らかとするため､
siRNAを用いて ALP発現抑制下における HASMCsの
石灰化を検討した｡ その結果､ siRNAによる ALP発現
抑制は TSA処理による石灰化亢進を抑制した (Fig. 5)｡
以上の結果から､ TSAの石灰化亢進作用には ALP発現
増大が重要な役割を担うと考えられた｡ さらに､ 本研究





acetyltransferase: HAT) 及び HDACにより制御され
ている｡ したがって､ HDIsによる HDAC阻害はヒス
トンのアセチル化を招き､ 様々な遺伝子の転写を促進す
る｡ しかしながら､ 本研究において､ TSA処理は ALP
プロモーター領域におけるヒストンのアセチル化状態に







Proc. Hoshi Univ. No.56, 2014
― 25 ―
Fig. 3 in vitro TSA	

HASMCsを 3.0 mM Pi及び 100 nM TSAで 6日間処理し､
Ca沈着量の定量 (A)､ von Kossa染色 (B)､ RT-qPCR (C)
及びWestern Blot Assay (D) を行った｡ A, Ca量及びタン
パク量を測定し､ タンパク量当たりの Ca沈着量をグラフに示
した｡ Pi単独処理により Ca沈着量の顕著な増加が認められ､
この Ca沈着量の増加は TSA処理により有意に亢進した｡ B,
Pi単独処理により hydroxyapatite (黒色の粒子) の沈着が認
められ､ この沈着は TSA処理により亢進した｡ C, total RNA
を抽出し､ RT-qPCR法により ALPのmRNA発現変動を比較
検討した｡ Pi 処理の有無に関わらず､ TSA 処理により ALP
mRNA発現が有意に増加した｡ D, 細胞内タンパク質を抽出し､
Western Blot Assayにより cleaved PARP (Arrowhead) の
発現変動を比較検討した｡ しかしながら､ Pi及び TSA処理の
有無に関わらず､ cleaved PARPの発現は認められなかった｡
Positive controlとして tunicamycin ( 5g/mL) で 48時間処
理した HASMCsより抽出した細胞内タンパク質を用いた｡
Fig. 4 Pi TSA in vitro
 PFA	

HASMCs を 3.0 mM Pi､ 100 nM TSA 及び 100M PFA
で 6日間処理し､ Ca沈着量の定量 (A) 及び von Kossa染色
(B) を行った｡ A, Ca量及びタンパク量を測定し､ タンパク量
当たりの Ca沈着量をグラフに示した｡ TSA処理の有無に関わ
らず､ Pi処理による Ca沈着量の増加は､ PFAの同時処理に
より有意に抑制された｡ B, Pi 及び TSA 処理による
hydroxyapatiteの沈着は PFA処理により抑制された｡
 
Pi と HDAC の関係性については不明ではあるが､




いると考えられる｡ しかしながら､ TSAは高 Pi濃度で
は in vitro石灰化を悪化させたのに対し､ 正常な Pi濃






















胞 (MSCs) の骨芽細胞分化に際し､ DNAメチル化状
態と骨形成関連因子の遺伝子発現は逆相関することが知
られている37)｡ これに加えて､ DNMT阻害剤である 5-
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Fig. 5 siRNA	
 ALP in vitro

HASMCs に対して ALP 又は Ctrl siRNA を導入した｡ 24
時間後､ Pi 及び TSA で 6 日間処理し､ RT-qPCR (A)､ Ca
沈着量の定量 (B) 及び von Kossa 染色 (C) を行った｡ A,
total RNA 抽出及び RT-qPCR 法により ALP の mRNA 発現
変動を比較検討した｡ Pi 及び TSA 処理の有無に関わらず､
ALP siRNAの導入により ALP mRNA発現は有意に抑制され
た｡ B, Ca量及びタンパク量を測定し､ タンパク量当たりの
Ca沈着量をグラフに示した｡ TSA処理の有無に関わらず､ Pi
処理による Ca沈着量の増加は､ ALP発現抑制により有意に抑
制された｡ また､ ALP発現抑制下では TSAによる Ca沈着量
の亢進は認められなかった｡ C, Pi 及び TSA 処理による
hydroxyapatiteの沈着は ALP発現抑制により抑制された｡
Fig. 6 ALP !"#$%&'()*
+,-
HASMCsを 100 nM TSAで 6日間処理した｡ その後､ ALP
プロモーター領域 (-824/-705 及び -439/-322：転写開始点を 0
とする) におけるヒストン H3の 9番目のリジン残基 (H3K9)
のアセチル化状態を､ 抗アセチル化 H3K9 (AcH3K9) 抗体を
用いたクロマチン免疫沈降法及び qPCR法により比較検討し
た｡ その結果､ 各領域における H3K9のアセチル化状態に有
意な変化は認められなかった｡ なお､ ネガティブコントロール












た (Fig. 7)｡ また､ RT-qPCR法により各種 mRNA発
現変動を比較検討したところ､ 5-aza-dC処理は骨形成
関連因子 (ALP､ Msx2､ BMP-2､ Pit-1) の mRNA発
現を有意に増加した (Fig. 8A)｡ これに加えて､ 5-aza-
dCは ALP活性を亢進したことから (Fig. 8B)､ 5-aza-
dCによる HASMCsの骨芽細胞様細胞への表現型変化
が生じていると考えられた｡ また､ Pi処理下において
も､ 5-aza-dC処理は ALP発現を増加させ､ in vitro石
灰化を悪化させた (Fig. 9A-C)｡ 一方､ 5-aza-dC及び
Pi処理による cleaved PARPの発現変動は認められず､
アポトーシスの関与は認められなかった (Fig. 9D)｡
これに加えて､ PFAの同時処理は Pi及び 5-aza-dC処





る｡ そこで､ shRNA を用いた DNMT1 発現抑制が in
vitro 石灰化に与える影響を検討した｡ RT-qPCR 法に
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Fig. 7 HASMCs  DNMT1 	
 5-aza-dC 

HASMCsを 10M 5-aza-dCで 2日間処理後､ 細胞質 (Cy-
toplasm) 及び核内 (Nucleus) タンパクを分画し､ Western
Blot Assayにより DNMT1発現を比較検討した｡ その結果､
5-aza-dC 処理により DNMT1 (Arrowhead) 発現の低下が認




HASMCs を 10M 5-aza-dC で 2 日間処理し､ RT-qPCR
(A) 及び ALP活性測定 (B) を行った｡ A, total RNAを抽出
し､ RT-qPCR法により各遺伝子発現変動を比較検討した｡ 5-
aza-dC処理により骨形成関連遺伝子である ALP､ Msx2､ BM
P-2､ Pit-1､ SM22及び-SMAのmRNA発現は有意に増加
した｡ B, ALP活性及びタンパク量を測定し､ タンパク量当た




HASMCsを 10M 5-aza-dCで 2日間前処理し､ 3.0 mM
Piで処理した後､ Ca沈着量の定量 (A)､ von Kossa染色 (B)､
RT-qPCR (C) 及び Western Blot Assay (D) を行った｡ A,
Ca量及びタンパク量を測定し､ タンパク量当たりの Ca沈着
量をグラフに示した｡ Pi単独処理により Ca沈着量の顕著な増
加が認められ､ この Ca沈着量の増加は 5-aza-dC前処理によ
り有意に亢進した｡ B, Pi単独処理により hydroxyapatiteの
沈着が認められ､ この沈着は 5-aza-dc前処理により亢進した｡
C, total RNAを抽出し､ RT-qPCR法により ALPの mRNA
発現変動を比較検討した｡ Pi処理の有無に関わらず､ 5-aza-
dC前処理は ALP発現を有意に増加した D, 細胞内タンパク質
を抽出し､ Western Blot Assayにより cleaved PARPの発現
変動を比較検討した｡ しかしながら､ Pi及び 5-aza-dC処理の
有無に関わらず､ cleaved PARPの発現は認められなかった｡
Positive control として､ staurosporine ( 1M) を 3 時間処
理した HASMCsより抽出した細胞内タンパク質を用いた｡
より､ 各 DNMT1 shRNAの導入が DNMT1発現を有
意に抑制することを確認した｡ 一方､ これら shRNAは
同じファミリーに属する DNMT3a及び 3bの遺伝子発
現には影響を及ぼさなかった (Fig. 11A)｡ また､ 5-
aza-dC 処理の場合と同様に､ shRNA による DNMT1
発現抑制は､ ALP発現を増大させるとともに HASMCs
の石灰化を悪化させた (Fig. 11A-C)｡ これに加えて､
siRNAによる ALP発現抑制は､ 5-aza-dC処理による
石灰化亢進を抑制した (Fig. 12)｡ 以上の結果から､ 5-































Proc. Hoshi Univ. No.56, 2014
― 28 ―
Fig. 10 Pi 5-aza-dC	 in vitro
	 ! PFA"#
HASMCs を 10M 5-aza-dC で 2 日間前処理し､ 3.0 mM
Pi及び 100M PFAを 14日間処理した後､ Ca沈着量の定量
(A) 及び von Kossa染色 (B) を行った｡ A, Ca含量及びタン
パク量を測定し､ タンパク量当たりの Ca沈着量をグラフに示
した｡ 5-aza-dC前処理の有無に関わらず､ Pi処理による Ca
沈着量の増加は､ PFAの同時処理により有意に抑制された｡
B, Pi及び 5-aza-dC処理による hydroxyapatiteの沈着は PFA
処理により抑制された｡
 
Fig. 11 shRNA$%& DNMT1'() in vitro
	 !"#
HASMCs に DNMT1 shRNA (#1, #2) 及び Ctrl shRNA
を導入した｡ A, Total RNAを抽出し､ RT-qPCR法により各
遺伝子発現変動を比較検討した｡ 各 DNMT1 shRNAの導入に
より､ DNMT1の mRNA発現は有意に抑制された｡ 一方､ 各
DNMT1 shRNA は DNMT3a 及び DNMT3b の mRNA 発現
に影響を及ぼさなかった｡ また､ DNMT1発現の抑制は ALP
mRNA発現を有意に増加させた｡
次に､ 導入した各細胞に対して 3.0 mM Piを 4日間処理した
後､ Ca沈着量の定量 (B) 及び von Kossa染色 (C) を行った｡
B, Ca量及びタンパク量を測定し､ タンパク量当たりの Ca沈
着量をグラフに示した｡ DNMT1発現の抑制により､ Pi処理




de novo メチル化酵素である DNMT3a/3b により制御
されており45, 46)､ DNMT阻害剤は DNAメチル化レベル
を低下させる｡ 一般に､ ALPを含め多くの遺伝子では､
プロモーター領域における DNAメチル化レベルはその
遺伝子発現と負の相関性を示す43, 47)｡ そこで､ ALPプ
ロモーター領域の DNA メチル化率を Bisulfite se-
quencingにより解析した｡ その結果､ 5-aza-dC処理に
より ALPプロモーター領域の DNAメチル化率は減少
した (Fig. 13)｡ さらに､ ルシフェラーゼレポーター解
析から､ プロモーター領域特異的な DNA メチル化は
ALPプロモーター活性を抑制することを明らかとした
(Fig. 14)｡ したがって､ 5-aza-dCによる ALP発現増
大は ALPプロモーター領域における DNAメチル化レ
ベルの低下によるものと考えられた｡ また､ 骨芽細胞系












である｡ 本研究では､ TSA及び 5-aza-dCは高 Pi濃度
で誘発される VSMCの石灰化を悪化させたが､ 正常な
Pi濃度では石灰化を誘導しなかった｡ 一般に､ CKD患
者では早期ステージ (stage 1-3) と比べて後期ステー
ジ (stage 4/5) において､ 血清中の Pi濃度が高いこと
が知られている53, 54)｡ したがって､ 動脈石灰化が CVD
のリスクファクターであることを考慮すると､ CKD患
者への HDIsや DNMT阻害剤の投与は､ 早期ステージ
では CVDリスクに影響を及ぼさないが､ 後期ステージ
では CVDリスクを増大させる可能性が考えられる｡ す
なわち､ 早期の CKD患者に対しては HDIsや DNMT





HASMCs に対して 5-aza-dC 前処理を 48 時間行った後､
ALP又は Ctrl siRNAを導入した｡ siRNA導入後､ 3.0 mM
Piで処理し､ RT-qPCR (A)､ Ca沈着量の定量 (B) 及び von
Kossa染色 (C) を行った｡ A, total RNA抽出及び RT-qPCR
法により ALPの mRNA発現変動を比較検討した｡ Pi及び 5-
aza-dC 処理の有無に関わらず､ ALP siRNA の導入により
ALP発現は有意に抑制された｡ B, Ca量及びタンパク量を測
定し､ タンパク量当たりの Ca 沈着量をグラフに示した｡ 5-
aza-dC前処理の有無に関わらず､ Pi処理による Ca沈着量の
増加は､ ALP発現抑制により有意に抑制された｡ また､ ALP
発現抑制下では 5-aza-dCによる Ca沈着量の亢進は認められ




HASMCsを 10M 5-aza-dCで 2日間処理し､ ゲノム DNA
を抽出後､ Bisulfite sequencingにより ALPプロモーター領
域 (-982 / -594：転写開始点を 0とする) のメチル化状態を
解析した｡ HASMCsの ALPプロモーター領域で認められた
DNAメチル化状態は､ 5-aza-dC処理により減少した｡ なお､







ワイドな DNA低メチル化状態にあること55) や､ TSA
が low-density lipoprotein receptor (LDLR) 欠損マ
ウスの動脈硬化病変を悪化させることが報告されてい
る 56)｡ 一方で､ 他の研究者により､ HDIsが CVDの一
つである血管新生病変を改善することが明らかにされて




述べたように､ SIRT1 (HDAC Class III) の抑制は動
脈石灰化を悪化させることが報告されている26)｡ また､
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理した luciferase vector (pEZX-PG04-meALP) 又はメチル化
処理していない luciferase vector (pEZX-PG04-umALP) を
Escherichia coliで増幅せず､ 直接 HEK293FT細胞に遺伝子
導入し､ luciferase assay を行った｡ Luciferase 活性は Se-
creted Alkaline Phosphatase (SEAP) 活性で補正した後､
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Effect of trichostatin A and 5-aza-2′-deoxycytidine on the development of vascular calcification
Takuya AZECHI
Department of Clinical Chemistry, Hoshi University School of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences
In the present study, we investigated the effect of trichostatin A, a histone deacetylase (HDAC) inhibitor, and 5-a
za-2´-deoxycytidine, a DNA methyltransferase (DNMT) inhibitor, on the inorganic phosphorus (Pi)-induced mineralization
of human aortic smooth muscle cells (HASMCs). We showed that these inhibitors increased the expression of osteogenic
gene including alkaline phosphatase (ALP) and promoted the Pi-induced mineralization of HASMCs. Moreover, both
treatment with phosphonoformic acid, a sodium-dependent phosphate transporter inhibitor, and suppression of the ALP
expression inhibited these inhibitors-promoted mineralization of HASMCs. These data suggest that inhibition of HDAC
or DNMT enhances the mineralization of HASMCs with Pi stimulation via upregulation of the ALP expression.
